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論 文 内 容 の 要 旨 
 受精卵や発生初期の細胞は、未分化状態を維持したまま増殖できる自己複製能と、あらゆる細胞種に分化できる多
分化能を持つ。これらの細胞が、どのような分子メカニズムによって未分化性を維持しているかに関する研究が、現
在盛んに行われており、未分化状態維持に必須の遺伝子として、いくつかの遺伝子が特定されている。この中の１つ
が Oct3/4 である。Oct3/4 は POU ファミリーに属する転写因子で、未分化細胞特異的に発現するが、その機能に関
しては不明な点が多い。そこで、未分化状態維持機構における Oct3/4 の機能をさらに明らかにするため、Oct3/4 の
下流遺伝子の探索を行った。 
 初めに、Amersham 社のマイクロアレイ（CodeLink）を用いて、Oct3/4 の下流で未分化状態維持に必要な遺伝子
の探索を行った。材料は、以下の４種類の細胞を用いた。①奇形癌腫由来の未分化な細胞である embryonal carcinoma
（EC）細胞（P19）、②レチノイン酸で分化誘導した EC 細胞（RA P19）、③EC 細胞と L 細胞を細胞融合するこ
とによって、長い突起を持つ神経上皮幹細胞様に分化した hybrid 細胞（F12）、④hybrid 細胞に Oct3/4 と Oct3/4
のコファクターである E1A を共発現させることによって、神経上皮幹細胞マーカーの発現がなくなり、形態的にも
丸く、神経上皮幹細胞様から未分化な細胞へ脱分化したと思われる revertant 細胞（RV）。 
 ４種類の細胞のうち、RV と F12 細胞の遺伝子発現を比較することによって、Oct3/4 の下流遺伝子を単離する。ま
た、P19 と RA P19 の遺伝子発現を比較して、未分化維持に関与する遺伝子を単離する。そして単離した遺伝子の中
で両方に共通する遺伝子を未分化維持に必要な Oct3/4 の下流遺伝子候補と考え、実際にマイクロアレイ解析を行っ
た結果、50 個の Oct3/4 の下流遺伝子候補を単離した。 
 次に、マイクロアレイの結果を検証するため、単離した 50 個の候補遺伝子に対して上記の４種類の細胞から抽出
した RNA を用いた Northern blot 解析を行った。その結果、マイクロアレイの結果を再現できた遺伝子が 23 個得ら
れた。このうち、既にノックアウトマウスが作製されている遺伝子や、機能解析が十分に行われている遺伝子を除い
た 18 個の遺伝子を Oct3/4 の下流遺伝子候補とし、この候補遺伝子の発現時期、発現部位を調べるために、Whole 
mount in situ hybridization を行った。その結果、18 個の候補遺伝子のうち２個の遺伝子（4930583H14Rik、Tacstd1）
については、Oct3/4 が発現し、未分化状態が維持されている内部細胞塊や始原生殖細胞で発現が認められたため、最
終的に 4930583H14Rik、Tacstd1 を未分化状態維持機構に関与する Oct3/4 の下流遺伝子候補とした。 
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 4930583H14Rik は機能未知の新規遺伝子、Tacstd1 は細胞接着分子であったが、胎児発生時や生体内における機
能はほとんどわかっていなかったため、各遺伝子のノックアウトマウスを作製し、その機能解析を行った。 
 4930583H14Rik は未分化細胞であるマウス内部細胞塊で強く発現しており、その後の発生段階で発現がほとんど
認められないことから、有力な Oct3/4 の下流遺伝子候補と考えられたが、ノックアウトマウスを作製したところ、
ノックアウトマウスは生存可能、そして繁殖能力は正常であった。 
 一方、マウス内部細胞塊や始原生殖細胞で発現が認められた Tacstd1 のノックアウトマウスを作製したところ、生
後 10 日以内にほとんどのノックアウトマウスが死亡した。Tacstd1 ノックアウトマウスは、野生型マウスに比べて
生後体重がほとんど増加せず、下痢の症状を示し、衰弱死することから、腸からの栄養吸収異常が Tacstd1 ノックア
ウトマウスの死亡原因と考えられたので、Tacstd1 ノックアウトマウスの新生児の腸を調べたところ、やはり小腸の
絨毛の形態に異常が確認された。特に、生まれた直後のノックアウトマウスでは、将来、腸幹細胞とその前駆細胞が
局在する陰窩を形成する intervilli の構造に異常が生じていた。 
 以上のノックアウトマウスの結果から、Oct3/4 の下流遺伝子候補である 4930583H14Rik と Tacstd1 遺伝子が無く
ても、マウス初期発生は正常に進むことが明らかになった。また、Tacstd1 遺伝子は、小腸の絨毛形成に重要な役割
を果たしていることが明らかになった。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 幹細胞の未分化状態維持機構の分子メカニズムの解明を目的として、マイクロアレイ解析を用いたスクリーニング
やマウスにおける発現パターンの解析を行い、未分化細胞で発現する２個の候補遺伝子を単離した。さらに、生体内
における機能解析を目的として遺伝子欠損マウスの作製を行った結果、候補遺伝子の１つである細胞接着分子
Tacstd1 は、腸幹細胞の維持に必要であることが示唆された。これまでに、未分化状態維持に必須の因子として転写
因子の報告はあったが、今回、新たな因子として、細胞接着分子の関与が報告されたことは非常に興味深い。さらに、
Tacstd1 は生殖細胞においても発現が認められるため、腸幹細胞だけでなく、生殖細胞における未分化状態維持機構
においても寄与している可能性が高く、今後の解析が大いに期待される。よって、本論文は、博士（理学）の学位に
十分に値する。 
